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(57) Abstract 

In a competitive receptor binding assay for detecting TSH-receptor auto-antibodies in a biological sample, the sample is reacted in 
a reaction mixture which contains (i) a TSH-receptor or TSH-receptor preparation; (ii) a primary competitor, for example labelled TSH; 
and (iii) an agent for separating a complex composed of the TSH-receptor and the elements bound thereto of the reaction mixture from 
the liquid phase. According to the invention, the reaction is carried out in the presence of at least one monoclonal or polyclonal antibody 
specific against a partial peptide sequence of the TSH-receptor. This specific antibody is used to immobilise a complex of TSH-receptor 
and primary competitor and/or as secondary competitor for another part of the TSH-receptor auto-antibodies expected in a sample. The 
primary or secondary competitors are or can be selectively labelled. 

(57) Zusammenfassung 

Kompetitiver Rezeptorbindungsassay zur Bestimmung von TSH-Rezeptor-Autoantik<3rpem in einer biologischen Probe, bei dem man 
die Probe in einer Reaktionsmischung mit (i) einer TSH-Rezeptor oder TSH-Rezeptor-Praparation, (ii) einem primaren Kompetitor z.B. 
markiertem TSH, und (iii) einem Mittel fur die Abtrennung eines Komplexes aus dem TSH-Rezeptor und daran gebundenen Bestandteilen 
der Reaktionsmischung von der flussigen Phase umsetzt, wobei man erfindungsgemass die Umsetzung femer in Gegenwart mindestens 
eines monoklonalen oder polyklonalen Antikorpers durchfuhrt, der spezifisch gegen eine Peptid-Teilsequenz des TSH-Rezeptors gerichtet 
ist, und wobei dieser spezifische Antikorper als Mittel zur Immobilisierung eines Komplexes aus TSH-Rezeptor und primarem Kompetitor 
und/oder als sekundarer Kompetitor fQr einen weiteren Teil der in einer Probe zu erwartenden TSH-Rezeptor-Autoantikorper eingesetzt 
wird, wobei der primare oder der sekundare Kompetitor markiert oder selektiv markierbar ist. 
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REZEPTORBINDUNGSASSAY ZUM NACHWEIS VON TSH-REZEPTOR-AUTOANTIKORPERN 

10 



15 

Die vorliegende Erf indung betrif ft einen kompetit iven Rezeptor- 
bindungsassay zur Bestimmung von TSH-Rezeptor-Autoantikorpern, 
die bei Schilddrusen-Autoimmunerkrankungen, insbesondere beim 
Morbus Basedow, auftreten* 

20 

Es ist bekannt, daS zahlreiche Erkrankungen, an denen die 
Schilddriise beteiligt ist, Autoimmunerkrankungen sind, bei 
denen Autoantikorper gegen molekulare Strukturen der Schild- 
driise gebildet warden, die im Zusammenhang mit der Erkrankung 
25 beginnen, als Autoantigene zu wirken. Die wichtigsten bekannten 

Auotantigene der Schilddriise sind dabei Thyreoglobulin (Tg) , 
die Schilddriisenperoxidase (TPO) und insbesondere der TSH- 
Rezeptor (TSHr) (vgl . Furmaniak J at al . , Autoimmunity 1990, 
Vol . 7, S . 63-80) . 

30 

Der TSH-Rezeptor ist ein in der Schilddriisenmembran lokalisier- 
ter Rezeptor, an den das von der Hypophyse ausgeschuttete 
Hormon TSH (Thyroid-stimulierendes Hormon oder Thyreotropin) 
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bindet und dadurch die Ausschiittung der eigentlichen Schild- 
driisenhormone , insbesondere des Thyroxins, auslost, Der TSH- 
Rezeptor gehort zur Rezeptor-Familie der G-Protein-gekoppelten 
Glykoprotein-Rezeptoren mit einer groSen aminoterminalen extra- 
zellularen Domane, zu der auch der LH/CG- und der FSH-Rezeptor 
gehoren. Eine Aufklarung der chemischen Struktur des TSH- 
Rezeptors, d.h. der Sequenz der fiir ihn codierenden DNA sowie 
der daraus ableitbaren Aminosauresequenz des Rezeptors selbst, 
gelang Ende 1989 (vgl . Libert F. et al . , Biochem. Biophys. Res. 
Commun. 165: 1250-1255; Nagayama Y. et al . , Biochem. Biophys. 
Res. Commun, 165: 1184-1190; vgl. auch EP-A-0433509 bzw. WO-A- 
91/09121; sowie WO-A-91/09137; WO-A-91/10735 und WO-A-91/03483 ; 
ferner Yuji Nagayama & Basil Rapoport, in: Molecular Endocrino- 
logy, Vol. 6 No. 2, S. 145-156 und die darin zitierte Litera- 
tur) . 

Es ist allgemein bekannt , daS bei der als Morbus Basedow 
(englisch: Graves' disease) bekannten Schilddriisen-Autoimmuner- 
krankung st imulierende Autoantikorper eine Rolle spielen, die 
gegen der TSH-Rezeptor gebildet werden und mit diesem so 
wechselwirken, daS die Schilddriise stimuliert wird, was sich 
als Schilddriisenuberf unktion (Hyperthyreose) auSert. Die 
Bestimmung von Autoant ikorpern gegen den TSH-Rezeptor hat somit 
fiir die Diagnose des Morbus Basedow eine erhebliche klinische 
Bedeutung . 

Abgesehen von Bestimmungsverf ahren, bei denen Versuchstiere 
Oder spezielle Zellkulturen eine Rolle spielen und die heute 
vor allem von historischem Interesse sind {vgl. Schumm-Draeger 
et al . , Akt . Endokr , Stoffw, 10 (1989), S. 90-102)), konnen 
TSH-Rezeptor-Autoantikorper bisher im wesentlichen nach zwei 
Verf ahrensprinzipien bestimmt werden (vgl. Morgenthaler N.G. 
at al . , Exp Clin Endocrinol Diabetes 104 (1996) Suppl 4, S.56- 
59) : 

Bei Zellstimulationstests auSert sich die Anwesenheit von 
stimulierenden TSH-Rezeptor-Autoant ikorpern, die in der 
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Literatur haufig mit der Abkiirzung TSI (TSI = thyroid stimula- 
ting immunoglobulins) bezeichnet werden, dadurch, daE bestimmte 
Funktionen von geeigneten Zellen, die in ihrer Zellmembran 
naturliche oder rekombinante TSH-Rezeptoren aufweisen und mit 
5 einer Autoant ikorper enthaltenden Probe in Kontakt kommen, 

durch Stimulation ausgelost oder verstarkt werden, insbesondere 
die Bildung von cAMP (cyclischem Adenosinmonophosphat ) . Bei 
diesen auch als Bioassays bezeichneten Tests wird selektiv die 
stimulierende Wirkung gemessen, die Messung ist jedoch 
10 auSerordentlich aufwendig und daher fiir die klinische Routine- 

diagnostik wenig geeignet. 

Alternativ dazu konnen Autoant ikorper auch unter Verwendung von 
kompetit iven Rezeptorbindungsassays , insbesondere Radiorezepto- 
15 rassays, bestimmt werden, z.B. unter Verwendung des TRAK Assay® 

der B.R.A.H.M.S Diagnostica GmbH. Zur Bestimmung von TSH- 
Rezeptor- Autoantikorpern wird nach diesem herkommlichen 
Verfahren so vorgegangen, daS man die zu bestimmenden Auto- 
antikorper aus einer Serumprobe in fliissiger Phase mit einem 
20 radioaktiv markierten bovinen TSH-Kompetitor um die Bindungs- 

stellen eines Detergens-solubilisierten porcinen TSH-Rezeptors 
konkurrieren laSt (vgl, Southgate, K. et al . , Clin. Endocrinol. 
(Oxford) 20, 539-541 (1984); Matsuba T. et al . , J . Biochem . 118 , 
S. 265-270 (1995); EP 719 858 A2 ; Produkt information zum TRAK- 
25 Assay® der Firma B.R.A.H.M.S Diagnostica GmbH) . Um das an die 

Rezeptor-Praparation gebundene markierte TSH zu bestimmen, wird 
nach AbschluS der Inkubation der TSH-Rezeptor mit einem 
Fallungsreagens und einem anschlieSenden Zentrif ugierschritt 
von der flussigen Phase abgetrennt . Die Bestimmung des 
30 Rezeptor-gebundenen markierten TSH erfolgt durch Messung der 

im Sediment gebundenen Radioaktivitat . Da die Bestimmung auf 
einer Konkurrenz ( Kompetition) zwischen markiertem TSH und den 
zu bestimmenden Autoantikorpern um gemeinsame Bindungsstellen 
auf dem TSH-Rezeptor beruht, werden bei diesem Verfahren alle 
35 solchen und nur solche Autoant ikorper erfaSt, die tatsachlich 

mit TSH kompetieren. Solche kompet ierenden , zur Inhibierung der 
TSH-Bindung befahigten Autoantikorper werden in der Literatur 
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auch als TBII (TBII = thyrotropin-binding inhibitory immunoglo- 
bulin) bezeichnet, und das AusmaS ihrer Aktivitat wird auch als 
prozentuale sogenannte TBI I -Aktivitat angegeben. 

Es ist nunmehr seit langerem bekannt , daS bei Autoimmuner- 
krankungen der Schilddriise heterogene Autoant ikorperpopulatio- 
nen unterschiedlicher Zusammensetzung gebildet werden. Dabei 
sind die stimulierenden und die mit TSH kompetierenden 
Autoantikorper nur teilweise identisch, d.h, es gibt stimulie- 
rende Autoantikorper, die nicht mit TSH kompetieren, und es 
gibt auch mit TSH kompetierende Autoantikorper, die nicht 
stimulierend wirken. AuSerdem konnen auch noch Autoantikorper 
vorhanden sein, die weder stimulierend wirken, noch mit TSH 
kompetieren (vgl. z.B. Ludgate M et al . , Mol . Cell. Endocrinol. 
73 (1990), R13-R18; Filetti S et al , , J. Clin. Endocrinol. 
Metab. 72; S. 1096-1101, 1991; Morgenthaler N.G. at al . , Exp 
Clin Endocrinol Diabetes 104 (1996) Suppl 4, S. 56-59 und darin 
zitierte Literatur) . Das hat zur Folge, daS nur bei etwa 80% 
bis 90% der Morbus Basedow Patienten mit Hilfe von Radiorezep- 
torassays Autoantikorper nachweisbar sind (vgl, z.B. Rationelle 
Diagnostik in der Endokrinologie , Thieme Verlag, S. 49, Absatz: 
TSH-Rezeptorautoantikorper (TSH-RAK) ; oder auch Ropars A et 
al . , Cell. Immunol. 161, S. 262-269 (1995); Ohmori M et al . , 
Biochem. Biophys. Res. Commun. 174, No.l (1991), S. 399-403; 
Endo T. et al . , Biochem. Biophys. Res. Commun. 181, No . 3 

(1991) , S. 1035-1041; Gupta MK, Clin. Biochem. 25, S. 193-199 

(1992) ). Da die Nichterf assung eines Teils der beim Morbus 
Basedow vorkommenden Autoantikorper ursachlich mit dem 
MeSprinzip der bisherigen kompetitiyen Radiorezeptorassays 
verkniipft ist, wurde schon vorgeschlagen, trotz des erheblichen 
Aufwands eine erganzende Bioassay-Mes'sung zur Bestimmung 
stimulierender TSI Autoantikorper durchzuf uhren , wenn eine 
Diskrepanz zwischen dem klinische Bild eines Morbus Basedow 
Patienten und dem Mefiergebnis der Bestimmung kompet ierender 
TBII Autoantikorper erkennbar wird (Derwahl M et al . , Exp. 
Clin. Endocrinol. 100 (1992), S. 75-79). 
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AuSer der beschriebenen eingeschrankten klinischen Wertigkeit 
weisen die bisher bekannten kompetitiven Radiorezeptorassays 
zum Nachweis von TSH-Rezeptor-Autoant ikorpern grundsatzliche 
Nachteile praktischer Natur auf, die darauf zuriickzuf iihren 
sind, daS die Bindungsf ahigkeit von TSH-Rezeptorpraparat ionen 
generell sehr empfindlich auf Veranderungen des Rezeptors oder 
des von ihm gebundenen Biomolekiils reagiert . Die Bindung von 
Biomolekiilen von peptidischer oder proteinischer Natur, z.B. 
von Hormonen oder auch Autoant ikorpern, an Rezeptoren ist in 
der Regel sehr komplexer Natur, und die Ausbildung einer 
spezif ischen Bindung zwischen Rezeptor und Biomolekul ist sehr 
viel empf indlicher gegeniiber strukturellen Veranderungen ins- 
besondere des Rezeptors, als das bei einem iiblichen Bindungs- 
paar Ant igen/Antikorper der Fall ist, das Grundlage der meisten 
Immunoassays ist, bei denen Rezeptoren keine Rolle spielen. 
Versuche, den TSH-Rezeptor zu immobilisieren und/oder zu 
markieren, fuhrten in der Regel zu strukturellen Veranderungen, 
die die Funkt ionalitat des Rezeptors stark beeintracht igen . Das 
hat zur Folge, daS zahlreiche Assay-Grundtypen, die bei 
Immunoassays unter Ausnutzung einer Antikorper/Ant igen-Bindung 
zur Verfugung stehen, insbesondere solche, bei denen mit 
immobilisierten Bindungspartnern gearbeitet wird und am Ende 
der Messung direkt die Konzentrat ion einer an -eine Festphase 
gebundenen Markierung bestimmt wird oder bei denen zur 
Markierung voluminose Molekvile wie Enzyme, Enzymsubstrate oder 
Chemilumineszenzlabel verwendet werden, fur die Durchfiihrung 
von Rezeptorbindungsassays zur Bestimmung von TSH-Rezeptor- 
Autoant ikorpern in der Praxis bisher nicht genutzt werden 
konnen . Da die Messung einer an eine Festphase gebundenen 
Markierung Grundlage der meisten Assay- Automaten fiir Reihenmes- 
sungen ist, sind die bekannten Assays zur Bestimmung von TSH- 
Rezeptor-Autoant ikorpern bisher nicht auf derartigen Automaten 
durchf iihrbar . 

In dem Patent DE 43 28 070 CI ist ein Typ eines Rezeptorbin- 
dungsassays, der nach der Coated-Tube -Technik arbeitet, 
beschrieben, bei dem die Schwierigkei t der Herstellung von 
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markierten bzw. immobilisierten f unktionalen Rezeptorprapara- 
tionen dadurch umgangen wird, daS man an die Festphase 
Bestandteile eines kompetit ierenden Reaktionsys terns bindet, das 
gewissermaSen einen ''Schatten" der eigentlichen Rezeptorbin- 
5 dungsreakt ion darstellt. Fiir die Schaffung von Assays fur die 

klinische Rout inediagnost ik hat sich das offenbarte Verfahrens- 
prinzip jedoch als zu kompliziert und daher wenig praktikabel 
erwiesen. Auf die allgemeinen Ausfuhrungen in der genannten 
Patentschrif t zur Problematik von Rezeptorbindungsassays im 
10 allgemeinen und von solchen zur Bestimmung von TSH-Rezeptor- 

Autoantikorpern im speziellen wird erganzend ausdriicklich Bezug 
genommen . 

Aus der EP-B-0 488 170 sind ferner zellfreie Rezeptorbindungs - 
15 tests bekannt, bei denen rekombinante Fusionsrezeptoren aus 

einem aminoterminalen Rezeptorprotein und einem Tragerprotein, 
insbesondere dem konstanten Teil (Fc) der schweren Kette eines 
Immunglobulins , eingesetzt werden, die mittels eines Antiserums 
Oder eines monoklonalen Antikorpers an eine feste Phase 
20 gekoppelt sind. Die diskutierten Rezeptoren gehoren nicht zur 

Klasse der hochmolekularen G-Protein gekoppelten Glykoprotein- 
Rezeptoren. Ferner ist eine Immobilisierung durch Bindung eines 
Tragerproteins, das der Fc-Teil eines Immunglobulins ist, fiir 
Rezeptorbindungsassays, mit deren Hilfe Autoantikorper bestimmt 
25 werden sollen, wenig geeignet, da die Autoantikorper selbst zu 

den Immunglobulinen gehoren und an das Immobilisierungssystem 
binden konnen. 

Aus der DE 41 20 412 CI ist ferner ein Verfahren zur Bestimmung 
3 0 von Autoantikorpern bekannt , bei dem die Storung eines 

Sandwich, der aufgebaut wird aus einem immobilisierten 
spezif ischen Antikorper, einem kruden Autoantigen in Form eines 
geeigneten Organextrakts , insbesondere TPO, und einem markier- 
ten weiteren Antikorper durch in der Probe vorhandene Auto- 
35 antikorper gegen das Autoantigen zur Bestimmung genutzt wird. 

In einer Probe vorhandene Autoantikorper konnen im Sinne einer 
Storung prinzipiell mit jeder einzelnen oder auch beiden 
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immunologischen Bindung(en) wechselwirken, die am Aufbau des 
vollstandigen Sandwich beteiligt sind. Wegen der geschilderten 
Empf indlichkeit von Rezeptoren und dem Fehlen von Autoantikor- 
pern mit der benotigten Selektivitat war es bisher nicht 
moglich, dieses Verf ahrensprinzip auf Falle zu iibertragen, bei 
denen das Autoantigen ein Rezeptor ist und der ::.arkierte 
Bindungspartner ein markiertes Hormon wie z.B. TSH. 

Nachdem die Molekiilstruktur des TSH-Rezeptors aufgeklart war, 
warden mit dem Ziel der Aufklarung der fiir die TSH-Bindung und 
die Antikorperbindung zustandigen Epitope des TSH-Rezeptors von 
zahlreichen Arbeitsgruppen monoklonale und polykionale 
Antikorper gegen humane rekombinante TSH-Rezeptoren, gegen den 
(ohne das Signalpeptid 398 Aminosauren umfassenden) N-termina- 
len extrazellularen Teil solcher Rezeptoren und gegen Konjugate 
kiirzerer Rezeptorpept id-Teilsequenzen hergestellt (vgl. z.B. 
N. G. Morgenthaler at al . , Exp Clin Endocrinol Diabetes 104 
(1996) Suppl 4, S. 56-59; Seetharamaiah GS et al . , Endocrinology 
134, No. 2, S. 549-554 (1994); Desai RK et al . , J. Clin. 
Endocrinol. Metab. 77:658-663, 1993; Dallas JS et al . , 
Endocrinology 134, No. 3, S. 1437-1445 (1994); Johnstone AP et 
al., Mol. Cell. Endocrinol. 105 (1994), R1-R9; Seetharamaiah 
GS et al . , Endocrinology 136, No. 7, S. 2817-2824 (1995); 
Nicholson LB et al . , J. Mol. Endocrinol. (1996) 16, S. 159-170; 
Ropars A et al . , Cell. Immunol. 161, S. 262-269 (1995); Ohmori 
M et al . , Biochem. Biophys . Res. Commun . 174, No . 1 (1991), 
S. 399-403 ; Endo T. et al . , Biochem, Biophys. Res. Commun. 181, 
No. 3 (1991), S. 1035-1041; Costagliola S et al , , Endocrinology 
128, No. 3, S. 1555-1562, 1991; Marion S et al . , Endocrinology 
130, No. 2, S. 967-975 (1992); J. Sanders et al . , J. Endocrinol. 
Invest. 19 (Suppl. No. 6); 1996 und weitere, in den genannten 
Literaturstellen zitierte Verof f entlichungen) . Die verschiede- 
nen Antikorper wurden auf ihr Bindungsverhalten gegenuber dem 
TSH-Rezeptor bzw. rekombinant erzeugten Teilsequenzen davon und 
insbesondere auch im Hinblick auf ihre Fahigkeit, die Bindung 
von TSH an verschiedene Formen bzw. Fragmence des TSH-Rezeptors 
zu storen, gepriift. Da die verschiedenen polyklonalen oder 



1 



wo 98/26294 PCT/EP9 7/0676 7 

- 8 - 

monoklonalen Antikorper durch Immunisierung unterschiedlicher 
Tiere und/oder unter Verwendung von rekombinantem Material aus 
unterschiedlichen Expressionssystemen erzeugt worden waren und 
auSerdem bei den Bindungstests hauf ig rekombinant erzeugte TSH- 
5 Rezeptoren unterschiedlichen Ursprungs bzw. Teilpeptide davon 

verwendet warden, und da es sich ferner herausstellte , daS fur 
die Bindung zahlreicher Antikorper die Glykolisierung und/oder 
korrekte Faltung der Rezeptorpeptide entscheidend sein diirfte, 
ist die Epitopstruktur von nativen TSH-Rezeptoren und das 
10 epitopspezif ische Bindungsverhalten der in polyklonalen 

Autoantikorperpopulationen vorkommenden Autoant ikorpern noch 
nicht umfassend geklart . 

In der Verof f entlichung Dallas JS et al . , Endocrinology 134, 
15 No. 3, S. 1437-1445 (1994) wird beispielsweise ein mit Hilfe 

des Baculovirus/Insektenzellen-Expressionssystems hergestellter 
partieller rekombinanter TSH-Rezeptor , der die Aminosauren der 
extrazellularen Domane des humanen TSH-Rezeptors ohne das N- 
terminale Signalpeptid aufweist, dazu verwendet, Kaninchen zu 
20 immunisieren, und aus den gebildeten Immunglobulinf raktionen 

werden af f initatschromatographisch unter Verwendung syn- 
thetischer Peptide mit jeweils ca. 20 Aminosauren spezif ische 
Antikorperf raktionen gewonnen. Diese werden dann u.a. auf ihre 
Eignung untersucht, in einem kommerziellen Rezeptorbindungs- 
25 assay die Bindung von TSH einen solubiliserten porcinen TSH- 

Rezeptor zu blockieren. Die Antikorper zeigten keine stimulato- 
rische Aktivitat. 

In der Verof f entlichung Seetharamaiah GS et al . , Endocrinology 
30 136, No. 7, S. 2817-2824 (1995) wird beschrieben, wie der 

gleiche partielle rekombinante TSH-Rezeptor wie in der 
vorstehenden Verof f entlichung zur Immunisierung von Mausen und 
zur Herstellung von monoklonalen Antikorpern gegen einzelne 
Epitope des TSH-Rezeptors nach Standardtechniken eingesetzt 
35 wurde. Eine- ahnliche Vorgehensweise ist beschrieben in 

Nicholson LB et al . , J. Mol . Endocrinol. (1996) 16, S. 159-170. 
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GemaS Seetharamaiah GS et al . , Endocrinology 134, No. 2, S. 
549-554 (1994) wird ein wie vorstehend hergestellter partieller 
rekombinanter TSH-Rezeptor nachtraglich gefaltet und nunmehr 
auf seine Eignung getestet, radioaktiv markiertes TSH zu 
binden. Dazu wird er in fliissiger Phase mit radioaktiv 
markiertem TSH umgesetzt . Urn den entstanden Komplex moglichst 
quantitativ aus der Reaktionsmischung abzutrennen, wird dann 
als Teil eines Fallungssystems ein Antikorper zugesetzt, der 
durch Immunisierung von Kaninchen mit einem Konjugat eines 
Teilpeptids, das die Aminosauren 357 bis 372 der vollstandigen 
TSH-Rezeptorsequenz enthalt, erzeugt wurde und von dem festge- 
stellt worden war, daS er die Bindung von TSH an den ungefalte- 
ten partiellen rekombinanten TSH-Rezeptor nicht inhibierte 
(Desai RK et al . , J, Clin. Endocrinol. Metab. 77:658-663, 
1993). Der zugesetzte Antikorper bzw. die ihn und gebundenes 
radioaktiv markiertes TSH enthaltenden Komplexe werden dann mit 
Hilfe von Protein A, das unspezifisch an jegliche Antikorper 
bindet, ausgefallt. Unter den Versuchsbedingungen scheint die 
Bindung von Protein A an den rezeptorgebundenen Antikorper die 
gleichzeitige TSH-Bindung nicht zu beeintrachtigen . 

Die mit Antikorpern gegen rekombinante TSH-Rezeptoren oder 
deren Telle gewonnenen Erkenntnisse fiihrten zu dem Vorschlag, 
zur Bestimmung von TSH-Rezeptor- Autoantikorpern ein drittes, 
an sich bekanntes Verf ahrensprinzip in Form eines Immun- 
prazipitationsassays zu nutzen, bei dem als Reagens zur Fallung 
eine Preparation eines extrazellularen Teil eines rekom- 
binanten, durch Einbau von ^^S-markiertem Methionin markierten 
TSH-Rezeptors verwendet wird. Bei einem solchen Assay besteht 
weder eine Selektivitat fiir TSI noch fiir TBII . (N.G.Mor- 
genthaler at al . , Exp Clin Endocrinol Diabetes 104 (1996) Suppl 
4, S. 56-59) . Die Herstellung des markierten Rezeptors durch in 
vitro-Translation ist jedoch auBerordentlich aufwendig und 
teuer, und es gibt keine Mefigerate, die fiir eine klinische 
Routinemessung der von^^S emittierten Scrahlung geeignec sind. 
Das Verfahren ist daher als MeSverfahren fiir die klinische 
Routinediagnostik nicht geeignet. 
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Es ist Aufgabe der vorliegenden Erfindung, einen kompetitiven 
Rezeptorbindungsassay zur Bestimmung yon TSH-Rezeptor-Auto- 
antikorpern zu schaffen, der die beschriebenen Nachteile 
derartiger kompetitiver Rezeptorbindungsassays des Standes der 
Technik nicht aufweist. 

Insbesondere ist es Aufgabe der vorliegenden Erfindung, einen 
verbesserten kompetitiven Rezeptorbindungsassay zur Bestimmung 
von TSH-Rezeptor-Autoantikorpern zu schaffen, bei dem es 
moglich ist, die aus den Reaktionspartnern des Best immungsver- 
fahrens gebildeten TSH-Rezeptor-Komplexe zur Messung an einer 
liblichen Festphase zu immobilisieren und die bestehenden 
Einschrankungen beziiglich verwendbarer Markierungen zu 
iiberwinden, so da6 auch eine automatisierte Durchfiihrung 
derartiger Rezeptorbindungsassays moglich wird. 

Insbesondere ist es ferner Aufgabe der vorliegenden Erf indung, 
derartige verbesserte kompetitive Rezeptorbindungsassays zum 
Nachweis von TSH-Rezeptor-Autoantikorpern so zu gestalten, daS 
gegeniiber derartigen Assays des Standes der Technik eine 
erhohte klinische Wertigkeit erhalten wird. 

Es ist ferner Aufgabe der vorliegenden Erfindung, die zur 
Durchfiihrung derartiger verbesserter Rezeptorbindungsassays in 
der klinischen Routinediagnost ik erf orderlichen Reagenziensat ze 
(Kits) zu schaffen. 

Die genannten Aufgaben werden bei einem kompetitiven Rezeptor- 
bindungsassay gemaS Oberbegrif f von . Anspruch 1 wenigstens 
teilweise durch Radiorezeptorassays gelost, die dem Kennzeichen 
des Anspruchs 1 wiedergegebenen Merkmale aufweisen. 

Vorteilhaf te Ausgestaltungen der erf indungsgemaSen verbesserten 
Rezeptorbindungsassays sind den Unteranspriichen zu entnehmen, 
insbesondere in Verbindung mit den nachf olgenden Erlauterungen 
in der vorliegenden Beschreibung . 
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Die Auf gabe der Schaffung eines entsprechenden Reagenziensat zes 
wird durch einen Reagenziensatz fiir die Durchfuhrung eines 
erf indungsgemafien Verfahrens gelost, der wenigstens jeweils 
einen der Bestandteile (i) , (ii) und (iii) gemaS Anspruch 15 
enthalt, 

Um verschiedene mogliche Ausf lihrungsf ormen fiir den Rezeptorbin- 
dungsassay der vorliegenden Erfindung abzudecken, wird in 
Anspruch 1 sowohl zur Beschreibung bekannter Merkmale der- 
artiger Rezeptorbindungsassays als auch zur Charakterisierung 
solcher Merkmale, durch die sich ein erf indungsgemafier 
Rezeptorbindungsassay von einem des Standes der Technik 
unterscheidet , eine verallgemeinernde Ausdrucksweise verwendet, 
die einleitend wie folgt erganzend erlautert wird: 

Wie im einleitenden Teil erlautert wurde, enthalten die 
bekannten kompetitiven Rezeptorbindungsassays, die alle als 
Radiorezeptorassays ausgestaltet sind, folgende Assaybestand- 
teile : 

Einen solubilisierten TSH-Rezeptor (i) , insbesondere einen aus 
tierischen Schilddrusenmembranen gewonnenen solubilisierten 
nativen tierischen (porcinen) TSH-Rezeptor . 

Ferner enthalten die bekannten Radiorezeptorassays radioaktiv 
markiertes bovines TSH (ii) , das mit TSH-Rezeptor- Autoantikor- 
pern aus einer Serumprobe (TBII) um gemeinsame Bindungsstellen 
an dem verwendeten TSH-Rezeptor konkurriert . Da diese Kom- 
petition diejenige ist, die bisher von primarer Bedeutung ist 
und auch eine Erfassung des iiberwiegenden Anteils auf tretender 
Autoantikorper , namlich 80 bis 90%, ermoglicht, fallt das 
markierte TSH des Standes der Technik unter die in Anspruch 1 
verwendete Definition "primarer Kompetitor" . Diese Definition 
umfaSt jedoch auch andere Formen von "primaren Kompetitoren" , 
deren Verwendung erstmals durch die vorliegende Erfindung 
ermoglicht wurde. So konnen als Kompetitoren fiir TBII oder 
gegebenenf alls auch andere Autoant ikorperf rakt ionen auch 
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markierte selektive Antikorper gegen den TSH-Rezeptor verwendet 
warden, wie sie nachfolgend naher beschrieben werden. Ferner 
soil, aufgrund der Kompetition mit TBII, auch ein festphasen- 
gebundenes TSH die Definition "primarer Kompetitor" erfiillen 
5 konnen. 

Wie ebenfalls eingangs erlautert wurde, werden im Stand der 
Technik die Komplexe aus dem TSH-Rezeptor und daran gebundenen 
Bestandteilen der Reaktionstnischung, d.h. markiertem TSH und 

10 Autoantikorpern, mittels eines Fallungsreagenzes aus der 

Reaktionsmischung ausgefallt und durch Zentrif ugieren davon 
abgetrennt. Im Sinne des Oberbegriffs von Anspruch 1 ist das 
Fallungsreagenz als Mittel gemafi (iii) anzusehen. Bei einem 
erf indungsgemaSen kompetitiven Rezeptorbindungsassay entspricht 

15 einem derartigen Mittel (iii) ein f estphasengebundener Umset- 

zungspartner , der in erster Linie ein an einer Festphase 
immobilisierter spezifischer TSH-Rezeptor-Ant ikorper ist, der 
jedoch gemaS einer " spiegelverkehrten" Ausf iihrungsf orm auch ein 
f estphasengebundenes TSH sein kann . 

20 

Es ist eine fur die vorliegende Erfindung wesentliche Erkennt- 
nis, dais es moglich ist, mit Hilfe immobilisierter selektiver 
Antikorper, die spezif isch gegen eine geeignete Teilsequenz des 
TSH-Rezeptors gerichtet sind, eine Immobilisierung auch eines 

25 nativen TSH-Rezeptors (d.h. eines humanen, tierischen oder auch 

rekombinanten TSH-Rezeptors , dessen Faltung/Glykosylierung 
einem natiirlich vorkommenden TSH-Rezeptor wenigstens im 
wesentlichen entspricht) aus solubilisierten TSH-Rezeptor- 
Praparationen beliebiger Art moglich ist, ohne daS die 

30 Bindungsf ahigkeit des TSH-Rezeptors gegen TBII -Autoant ikorper 

und markiertes TSH nennenswert beeintracht igt ist. Mit dieser 
Erkenntnis wurde somit die Voraussetzung geschaffen, einen 
Rezeptorbindungsassay zur Bestimmung von TSH-Rezeptor-Auto- 
antikdrpern so durchzuf uhren, daS die Bestimmung der Menge des 

3 5 gebundenen markierten Kompetitors, z.B. des primaren Kom- 

petitors radioiodmarkiertes TSH, in f estphasengebundener Form 
erfolgen kann. Uberraschenderweise zeigte es sich jedoch 
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ferner, daS es durch eine Immobilisierung des TSH-Rezeptors an 
eine Festphase mit Hilfe selekitiver TSH-Rezeptor-Antikorper 
TTioglich ist, die klinische Wertigkeit von kompetitiven 
Rezeptorbindungsassays zur Bestimmung von TSH-Rezeptor- 
Autoantikorpern erheblich zu verbessern. Wie nachfolgend noch 
genauer erlautert wird, zeigte es sich namlich, daS es bei 
einer geeigneten Wahl des an die Festphase gebundenen spezifi- 
schen Antikorpers dazu kommt, dafi das Best immungs system 
mindestens eine weitere Bindungsstelle enthalt, um die Auto- 
antikorper aus der Probe kompetieren konnen. 

Wenn der f estphasengebundene Antikorper so gewahlt wird, dafi 
er als "sekundarer Kompetitor" wirkt, der mit anderen Auto- 
ant ikorpern der Probe als die durch Kompetition mit dem 
"primaren Kompetitor" erfaSten TBII kompetiert, kommt es zu 
einer Erhohung der klinischen Wertigkeit. Es wird namlich ein 
MeSsystem gebildet, das als Analogie zu dem in DE 41 20 412 in 
Fig. 3 schematisch dargestellten Best immungssystem angesehen 
werden kann, bei dem es durch heterogene polyklonale Auto- 
antikorper aus einer Patientenprobe zu einer doppelten Storung 
an unterschiedlichen Bindungsstellen eines Sandwich kommt . . Da 
eine derartige Storung geniigt , damit eine Bindung der Markie- 
rung an die Festphase verhindert wird, kommt es zu einer 
Erweiterung des MeSbereichs und einer Erhohung der Empf indlich- 
keit. Die genannte Variante unter Verwendung zweier Antikorper 
und eines kruden Antigens wird auch von dem US-Patent 5,501,955 
erf aSt . 

Es zeigte sich nunmehr iiberraschend, daS nach dem erfindungs- 
gemaSen Verfahren unter Verwendung von z.B. einem spezifischen 
Antikorper, der gegen ein synthet isches Peptid mit den 
Aminosauren 20 bis 3 9 der Aminosauresequenz des vollstandigen 
TSH-Rezeptors (einschlieSlich Signalpept id) erzeugt worden war, 
alle aufgrund klinischer Symptome als Morbus Basedow- Pat ienten 
eingestuf te Patienten als Autoant ikorper-posi tiv erfaSt wurden, 
obwohl mit dem herkommlichen Radiorezeptorassay nur 80% als 
posit iv ermittelt worden waren. Es ist somit durch Verwendung 
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eines "sekundaren Kompetitors " , der mit anderen Autoarxtikorpern 
als TBII kompetiert, die bei Morbus Basedow auftreten, moglich, 
die klinische Wertigkeit des Rezeptorbindungsassays fiir die 
Diagnose des Morbus Basedow erheblich zu verbessern. 

Der '*sekundare Kompetitor" kompetiert dabei vorzugsweise mit 
im Zellstimulationstest als stimulierend erfaSten Autoantikor- 
pern (TSI -Autoantikorpern) , die mangels Kompetition mit TSH 
durch den herkommlichen Radiorezeptorassay nicht erfaSt werden. 
Es ist jedoch nicht erf orderlich, daS die Autoantikorper , mit 
denen der "sekundare Kompetitor" kompetiert, tatsachlich 
stimulierend wirken und damit die klinischen Symptome des 
Morbus Basedow verstarken. Die von dem "sekundaren Kompetitor" 
kompetierten Autoantikorper konnen auch einer Autoantikorper- 
Subpopulation angehoren, die blockierend wirkt oder fiir das 
eigentliche Krankheitsgeschehen unwichtig ist. Solange eine 
derartige Autoantikorper-Subpopulation stets oder hauf ig im 
Serum von Morbus Basedow-Patienten auftritt, wird die klinische 
Wertigkeit des Rezeptorbindungsassays gegenviber dem herkomm- 
lichen Radiorezeptorassay erhoht, der nur TBII -Autoantikorper 
erfafit . 

Als selektive Antikorper, die bevorzugte " sekundare Kompetito- 
ren" bilden, kommen somit insbesondere solche in Frage, die 
gegen Abschnitte des TSH-Rezeptors gerichtet sind, die nicht 
an der TSH-Bindung beteiligt sind, gegen die jedoch beim Morbus 
Basedow Autoantikorper gebildet werden. Die bisherigen 
Untersuchungen unter Verwendung von af f initatschromatographisch 
gereinigten polyklonalen oder als .monoklonale Antikorper 
hergestellten Antikorpern fuhrten dazu, daS einige Abschnitte 
des TSH-Rezeptors als geeignete Bindungsregionen fiir derartige 
selektive Antikorper besonders in Betracht kommen, Bei der 
Interpretation der bisherigen Literaturdaten ist jedoch zu 
beachten, daS die meisten selektiven Antikorper gegen rekom- 
binant erzeugte TSH-Rezeptorpeptide oder synthetische Teilpep- 
tide erzeugt wurden und daher wahrscheinlich sequenzieller 
Natur sind. Ein GroSteil der in der Natur beschriebenen 
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Antikorper erwies sich ferner im Zellstimulationstest als 
wirkungslos. Das deutet darauf hin, dafi trotz einer Kompetition 
mit Autoantikorpern aus Seren eine Gleichsetzung der kiinstlich 
erzeugten Antikorper mit den zu bestimmenden Autoantikorpern 
nicht moglich ist. Das Bindungsverhalten der kiinstlich 
erzeugten Antikorper an native TSH-Rezeptor-Praparat ionen kann 
sich ferner aufgrund der Faltung des nativen TSH-Rezeptors und 
seiner Glycosylierung vom Bindungsverhalten an synthetische 
Peptide oder rekombinant erzeugte TSH-Rezeptor-Fragmente 
unterscheiden . In Kenntnis der Lehre der vorliegenden Erfindung 
ist es jedoch im Einzelfall schon in relativ einfachen 
Routineversuchen moglich, die Eignung spezieller spezifischer 
Antikorper fiir das erf indungsgemaSe Verfahren und ihre 
Fahigkeit, als "sekundarer Kompetitor" zu wirken, festzustel- 
len . 

Die nachfolgend beschriebenen Versuche wurden durchgefiihrt 
unter Verwendung eines immobilisierten spezifischen Antikor- 
pers, von dem bekannt ist, daS er an ein Peptid aus dem Bereich 
der Aminosauren 20 bis 3 9 des vollstandigen TSH-Rezeptors 
bindet , sowie von markiertem bovinem TSH als herkommlicher 
Tracer ("primarer Kompetitor") . Der verwendete Antikorper war 
ein monoklonaler Antikorper, der nach Immunisierung mit Hilfe 
eines Konjugats aus dem entsprechenden synthetischen Peptid 
nach der ublichen Hybridomtechnik selektiert und hergestellt 
worden war. In der Literatur wurden verschiedene polyklonale 
Oder monoklonale spezifische Antikorper beschrieben, die 
ebenfalls an die gleiche Region oder liberlappende Regionen des 
aminoterminalen Endes der extrazellularen Domane des TSH- 
Rezeptors binden (vgl, Dallas J.S. et al . , Endocrinology 134, 
No. 3, S. 1437-1445 (1994); Seetharamaiah G.S. et al . , 
Endocrinology 136, No. 7, S. 2817-2824 (1995); Nicholson LB et 
al., J. Mol . Endocrinol. (1996) 16 S. 259-170; Ohmori, M. et 
al . , J. Endocrinol. (1992) 135, S. 479-484; Endo, T. et al . , 
Biochem. Biophys. Res. Commun . 177, S. 145-150 (1991); Hirooka, 
Y. et al . , Med. Sci. Res. 1992, 20, S. 639-640). Die in den 
genannten Literaturstellen beschriebenen Herstellungstechniken 
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und Antikorpertypen kommen grundsat zlich als Austausch fur den 
in den Versuchen konkret verwendeten Antikorper in Frage , wobei 
jedoch zu beachten ist, daS bekannt ist, dafi Antikorper gegen 
eng benachbarte Sequenzen des TSH-Rezeptors zu ganz unter- 
5 schiedlichen Antikorpertypen gehoren konnen. 

Als Alternativen zu dem in den Beispielen verwendeten Antikor- 
per, der gegen die Aminosauren 2 0 bis 3 9 des humanen TSH- 
Rezeptors gerichtet ist, kommen auch Antikorper in Frage, die 
10 beispielsweise gegen die Regionen 287 bis 301, 361 bis 380 oder 

739 bis 758 erzeugt wurden. Die speziellen Eigenschaf ten sind 
jedoch im Einzelfalle in Anlehnung an die nachfolgend 
beschriebenen Versuche zu priifen. 

15 Wenn man noch starker von dem urspriinglichen Assaydesign des 

herkommlichen Radiorezeptorassays abweicht und ans telle von 
radioaktiv markiertem TSH einen weiteren markierten selektiven 
Antikorper verwendet, kann die obige Unterscheidung von 
"primarem Kompetitor" und "sekundarem Kompetitor" wen.iger 

2 0 eindeutig werden bzw. sogar vollig an Bedeutung verlieren. Am 

Assayprinzip des erf indungsgemafien Rezeptorbindungsassays sowie 
an der Tatsache, daS auch solche Assays in den Schutzbereich 
der vorliegenden Erfindung fallen, andert das nichts. 

25 Dadurch, daS das erf indungsgemaSe Verfahren eine Immobilisie- 

rung des in der MeSlosung gebildeten TSH-Rezeptor-Komplexes mit 
einer direkt daran gebundenen Markierung oder einer nach der 
Immobilisierung eingefiihrten Markierung ermoglicht, und daS 
ferner Reagenzien mit anderen Markierungen als Radionukl iden 

30 verwendet werden konnen, kann die praktische Handhabung von 

TSH -Rezeptor-Autoantikorper- Best immungs verfahren sehr viel 
besser als bisher moglich an Anf orderungen der klinischen 
Praxis angepal^t werden. Auch die Inkubat ionsschemat a konnen 
variiert werden, und das in den nachf olgenden Beispielen 

35 beschriebene Inkubat ionsschema erscheint nicht m.ehr zwingend 

erforderlich. 
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Als Festphasen konnen Kunststof f oberf lachen, Mikropartikel , 
Magnetpartikel , Filter, Polymergelmaterialien und andere 
bekannte Festphasentrager eingesetzt werden. Die Moglichkeit, 
mit markierten Autoantikorpern und immobilisiertem TSH 
(bezuglich der Bindungsf ahigkeit von TSH-Rezeptoren an 
immobilisiertes TSH vgl , Leedman, P.J. et al . , J. Clin. 
Endocrinol. Metab. 69; S. 134-141, 1989) zu arbeiten, wird die 
Anwendungsbreite des Assays insbesondere auch im Hinblick auf 
eine beliebige Wahl geeigneter direkter oder indirekter 
Markierungen erheblich erhoht . Durch das erf indungsgemaSe 
Verf ahren werden TSH-Rezeptor-Autoant ikorperassays auch 
automatisierbar . So kann das Assaydesign so angepaSt werden, 
dafi es an bekannten automatisierten Systemen durchfuhrbar ist 
(vgl, z.B. Elecsys -System der Firma Boehringer Mannheim oder 
ACS 180-System von Ciba Corning) . Bei derartigen automatisier- 
ten Systemen wird im Rahmen einer automat ischen Abarbeitung der 
Proben pipettiert, dann konnen Magnetpartikel, die mit einem 
geeigneten spezif ischen Antikorper gegen den TSH-Rezeptor oder 
mit TSH beschichtet sind, in Vormischung mit markiertem TSH 
Oder einem beliebig markierten Antikorper (z.B. Rutheniumkom- 
plex- bzw. Acridiniumester-markiert) zugemischt werden, und 
abschliefiend erfolgt die Zugabe eines prinzipiell beliebigen 
geeigneten TSH-Rezeptor-Materials . Nach der Inkubation ist die 
ubliche Fest -Fliissigtrennung moglich, und anschlieSend kann das 
Signal, gegebenenf alls nach Signalauslosung durch Zugabe 
geeigneter Reagenzien, bestimmt werden. Die beispielhaft 
angegebene Pipettierschrittf olge ist dabei variabel . 

Nachfolgend wird das erf indungsgemafie. Verfahren anhand eines 
konkreten Ausf lihrungsbeispiels unter Bezugnahme auf zwei 
Figuren noch naher erlautert . 

Dabei zeigen: 

Figur 1 eine auf ubliche Weise erhaltene Standardkurve fiir 
die im nachf olgenden Ausf uhrungsbeispiel beschriebe- 
ne Ausf iihrungsf orm des erf indungsgemaSen Verfahrens; 
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und 

Figur 2 eine Gegenuberstellung der mit dem erf indungsgemaSen 
Verfahren und dem herkommlichen Radiorezeptorassay 
(TRAK-Assay der Firma B.R.A.H.M.S Diagnostica GmbH) 
erhaltenen MeSergebnisse bei der Messung eines 
Kollektivs von Morbus Basedow-Patienten . 

Versuchsbeschreibung 

Materialien: 

Im Rahmen der nachfolgend beschriebenen Versuche wurden 

verschiedene kommerziell erhaltliche Materialien verwendet, und 

® 

zwar insbesondere Komponenten des TRAK-Assay der Firma 
B.R.A.H.M.S Diagnostica GmbH, eine NAP25 -Entsalzungssaule der 
Firma Pharmacia zur Aufreinigung des fiir die Immobilisierung 
vorbereiteten Antikorpers, Carbolink-Material der Firma Pierce 
als Festphasen-Tragermaterial sowie Natriumper jodat der Firma 
Fluka. 

1 . Herstellung von monoklonalen Antikorpern creaen den TSH- 
Rezeptor 

Es vsairden verschiedene monoklonale Antikorper gegen ausgewahlte 
Peptide des hTSH-Rezeptors nach Verfahren des Standes der 
Technik hergestellt (s.o.). Fur die weiteren Untersuchungen 
wurde ein monoklonaler Antikorper verwendet, der gegen ein 
Peptid gerichtet ist, das den Aminosauren 20 bis 3 9 des 
vollstandigen humanen TSH-Rezeptors (Aminosauresequenz 
GGMGCSSPBCECHQEEDFRV) gerichtet ist . 

2 . Herstelluncr von f estphasenaebundenen monoklonalen Antikor- 
pern 

250 mg Per jodat werden in 20 ml einer 1:10 mit PBS (phosphacge- 
pufferte Salzlosung; 50 mM Natriumphosphat , 100 mM NaCl , pH 
7,5) verdiinnten Asciteslosung , die den oben genannten monoklo- 
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nalen Antikorper enthalt, gelost und fur 30 min bei Raumtempe- 
ratur inkubiert . Die Reakt ionslosung wird nach Vorschrift des 
Herstellers iiber eine NAP25 -Entsalzungssaule (Pharmacia) 
entsalzt. Das entsalzte Protein wird mit in PBS gewaschenem 
Carbolink-Material vermischt (10 ml) . 

Nach einer Inkubation iiber Nacht unter standigem Umschvitteln 
bei 4^C wurden 0,5 ml des erhaltenen Gels mit dem daran 
gebundenen monoklonalen Antikorper in Kunststof f saulen (0,5 x 
4 cm) gefiillt und mit 25 mM Natriumcitratpuf f er , pH 2,5 
gewaschen (Waschvolumen 2 ml) . Die Saulen wurden in PBS (2 ml) 
aquilibriert und dann fiir die weiteren Untersuchungen ver- 
wendet . 

3 . Mit Hilfe der beschriebenen Saulen wurde unter Verwendung 
von Komponenten des TRAK- Assays (B.R.A.H.M.S Diaanostxca 
GmbH) ein Radiorezeotorassav durchgefuhrt 

Die Durchfiihrung des Radiorezeptorassays (Erstellung der 
Standardkurven, Messung von Patientenproben) erfolgte ent- 
sprechend den Vorschriften fiir die Durchfiihrung des TRAK- 
Assays^ - Dabei wurde folgendes Pipettierschema angewandt : 

Es werden 50 ^1 der Probe pipettiert . 

AnschlieSend werden 50 /il solubilisierter porciner TSH- 
Rezeptor dazupipettiert . 

Es wird 15 min bei Raumtemperatur inkubiert. 

Es werden 100 ^1 Tracer ( radio jodiertes TSH) zupipett iert . 

Der erhaltene Reakt ionsansatz wird auf die mit dem 
monoklonalen Antikorper wie oben beladene Festphase (Saule 
mit Carbolink-Material) iiberf iihrt . 

Der Reaktionsansatz wird eine Stunde bei Raumtemperatur 



wo 98/26294 




PCT/EP97/06767 



inkubiert . 

Die Saule wird mit 2 ml PBS gewaschen. 

Die an die Festphase gebundene Radioakt ivitat wird in 
einem Gammacounter vermessen, und zwar entweder unter 
direkter Verwendung der Saule mit Festphase oder nach 
Eluierung der gebundenen Proteine mit 1 ml 25 mM Natrium- 
citratpuf f er, pH 2,5. 

Zur Erstellung einer Standardkurve fur die Auswertung der 
MeSergebnisse von Patientenseren wurde entsprechend 
verfahren, wobei die Standards aus dem kommerziellen TRAK- 

(5) 

Assay , erweitert um einen Standard, der 2000 U TSH/ml 
enthalt, verwendet wurden. 

Ergebnisse : 

Unter Verwendung der Standards wurde eine Standardkurve (Fig. 
1) erhalten, die der eines iiblichen TRAK- Assays entsprach, 
d.h. steigende Konzentrationen an zugesetztem unmarkiertem TSH 
fiihrten zu einer Verringerung der gebundenen Radioaktivitat . 

Bei der Vermessung von Serumproben von Morbus Basedow- Pat ienten 
im kommerziellen TRAK-Assay und nach dem erf indungsgemafien 
Verfahren wurden folgende Ergebnisse erhalten: 

Es wurden Seren von 4 5 gesunden Kontrollpersonen und von 3 9 
Morbus Basedow-Patienten mit dem herkommlichen TRAK-Assay nach 
dem erf indungsgemaSen Verfahren vermessen. Die MeSergebnisse 
sind in Tabelle 1 zusammengef aSt . 



Die Seren der Morbus Basedow-Patienten entstammen 
der ersten Therapie oder innerhalb von sechs Wochen 
therapeutischer Mafinahmen. 



Proben vor 
nach Beginn 
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Tabelle 1 

Kontrollkollektiv 



(U/1) 



M.Basedow 



Nr, 




TRAK 
Assay 




erf. gem. 
Verfahren 






TRAK 
Assay 




erf. gem. 
Verfahren 


1 


n 
r 


12,3 


n 

r 


16,4 


1 


p 


42,3 


p 


31,3 


2 


n 


1,2 


n 


6,4 


2 


n 


3 


P 


27,7 


3 


n 


7,2 


n 


13,7 


3 


n 


6,1 


P 


44,2 


4 


n 


3,8 


n 


7,9 


4 


p 


15,5 


P 


41,5 


5 


n 


7,2 


n 


4,7 


5 


P 


936 


P 


966 


6 


n 


1,7 


n 


6,5 


6 


P 


15,5 


P 


47,4 


7 


n 


3,4 


n 


9,7 


7 


P 


108,3 


P 


164,8 


s 


n 


4,4 


n 


1,1 


8 


P 


16,4 


P 


26,7 


9 


n 


3,8 


n 


1,2 


9 


P 


26,3 


P 


84,7 


10 




2 5 


n 


12,4 


10 


n 


9,4 


P 


58,9 


11 


n 


4,7 


n 


7,8 


11 


p 


56,3 


p 


239,2 


12 


n 


2 


n 


2,3 


12 


n 


3,4 


P 


17,3 


13 


n 


10,6 


n 


1,3 


13 


p 


19,5 


P 


34,1 


14 


n 


Ul 


n 


1,4 


14 


p 


13,2 


P 


229,1 


15 




3 9 


n 


1,5 


15 


n 

r 


40,3 


P 


29,8 


16 


n 


2 1 


n 


1,6 


16 


D 
r 


15 


P 


25 


17 


11 


2 5 


n 


1,7 


17 


n 

r 


23,6 


D 


271,7 




11 


3 




1 8 


18 


n 
r 


18,6 


D 

r 


46,6 


1 Q 


n 
11 


4 8 


ji 


1 9 


19 


n 


697 


0 


671 




1 1 


1 8 

1 ,o 


n 


2 


20 


n 

r 


60,8 


D 

r 


150.6 


11 


11 


3 1 


n 


2 1 


21 


D 

r 


86,5 


P 


133,7 


11 


11 


9 3 


fi 


2 2 


22 


D 


19,3 


P 


27,3 


11 


n 
P 


16,6 


n 
r 


15,5 


23 


n 


26,8 


P 


47,5 


14 


n 


2 I 
^, 1 




2 3 


24 


D 

r 


61,4 


P 


255,9 


1^ 


n 
11 


4 9 




10,2 


25 


n 

r 


49,3 


P 


135,6 


16 


n 


4 9 




2 5 


26 


n 
r 


149 


D 


439,5 


17 


II 


5 




12 


27 


n 

r 


16,7 


D 


28,6 


IS 


11 


1 8 




2 6 


28 


D 

K 


176 


P 


303,2 


IQ 


n 
11 


2 9 




2 7 


29 


n 


1,1 


D 
r 


14,9 




11 


2 6 




2 8 


30 


n 


1,2 


0 

r 


17,1 




11 


7 9 




2 8 


31 


n 


182,3 


n 
r 


644 


32 




4 


n 


2,9 


32 


n 

r 


23,7 


P 


40,5 


33 


n 


2 5 


n 


13,6 


33 


P 

r 


17.8 


P 


23 


34 




1 9 


n 


- 2,9 


34 


n 


1,3 


P 


15,6 


35 


fi 


U8 


n 


10,1 


35 


P 


95,1 


P 


77,8 


36 


ri 


2 3 


n 


5,2 


36 


P 


19,8 


P 


36 


37 


n 


1,9 


n 


I 


37 


P 


13,7 


P 


165 


38 


n 


2,3 


n 


1,1 


38 


P 


12,8 


P 


29,9 


39 


n 


5J 


n 


2,9 


39 


n 


9.8 


P 


14,7 


40 


n 


6,4 


n 


1,2 












41 


n 


U6 


n 


5,9 










14,0 


42 


n 


1,6 


n 


1 


cut off 


11,0 




43 


n 


1,5 


n 


1,9 










or-Autoantikc 


44 


n 


4 


n 


5 


p = 


posi tiv 
TSH-Rezept 


45 


n 


1,4 


n 


4 


n - 


or-Autoantllcc 



Mw 




4,09 


4,88 


1 s 




3,18 


4,40 



negativ 
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Der Mittelwert fur die Vermessung der Autoant ikorper- f reien 

Seren der Kontrollgruppe (n-45) liegt bei 4,1 ± 6,4 {2s) U/ml 

® 

fur den TRAK-Assay und bei 4,8 ± 8,8 (2s) U/ml bei dem erfin- 
dungsgemaSen Verfahren. 

Urn bei beiden Tests eine vergleichbare Spezifitat von 95,5% 
einzuhalten, wurde der "Cut-Off" (Grenzlinie zwischen Werten 
fur negative und positive Proben) fur das herkommliche 
Verfahren auf 11 U/ml und fur das erf indungsgema£e Verfahren 
auf 14 U/ml festgelegt. Unter Anwendung dieser Cut-Of f -Werte 
wurden im etablierten TRAK-Assay -Radiorezeptor- Verfahren 79 , 5% 
der Basedow-Patienten (31 aus 39) als positiv erf aSt . 

Eine Vermessung des gleichen Pat ientenkollekt ivs nach dem 
erf indungsgemaSen Verfahren ergab iiberraschend, daS 100% der 
Basedow-Patienten (39 aus 39) Autoant ikorper-positiv gemessen 
wurden. Die im herkommlichen TRAK-Assay^ als negativ ermittel- 
ten Proben (Proben Nr. 2, 3, 12, 29, 30, 34, 39) wurden nach 
dem erf indungsgemaSen Verfahren eindeutig als positiv erf aSt . 

Dariiberhinaus zeigte sich als weiterer Vorteil des erf indungs- 
gemaSen Verfahrens, daS der iiberwiegende Teil der Proben mit 
signifikant starkerem MeSsignal gefunden wurde. Die erhaltenen 
Ergebnisse sind zur Verdeutlichung in Fig. 2 graphisch 
dargestellt . 

Durch die bei dem erf indungsgemaSen Verfahren bestehende 
zusatzliche Moglichkeit der Storung der. Wechselwirkung zwischen 
f estphasengebundenem spezifischen Antikorper und dem TSH- 
Rezeptor-Komplex mit daran gebundenem radioaktiv markiercem TSH 
durch in der Probe vorhandene Autoant ikorper wird nicht nur die 
klinische Wertigkeit des Assays fur die Morbus Basedow- 
Diagnostik erhoht, sondern zusatzlich wird auch bei in beiden 
Tests positiv ident if izierten Patienten nach dem erfindungs- 
gemaSen Verfahren ein wesentlich starkeres und damit sichereres 
MeSsignal erzeugt . Die klinische Wertigkeit der Bestimmung von 
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wird somit entscheidend erhoht . 
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Patentanspruche 

5 1 . Kompetitiver Rezeptorbindungsassay zur Bestimmung von TSH- 

Rezeptor-Autoantikorpern in einer biologischen Probe, 
bei dem man die Probe in einer Reakt ionsmischung gleichzeitig 
Oder nacheinander mit (i) einem TSH-Rezeptor in Form einer 
solubilisierten nativen humanen oder tierischen oder rekom- 

10 binanten TSH-Rezeptor- Praparation, (ii) einem primaren Kompeti- 

tor fiir wenigstens einen Teil der in der Probe zu erwartenden 
TSH-Rezeptor-Autoantikorper und (iii) einem Mittel fiir die 
Abtrennung eines Komplexes aus dem TSH-Rezeptor und daran 
gebundenen Bestandteilen der Reakt ionsmischung von der flussi- 

15 gen Phase umsetzt, und bei dem man die Anwesenheit und/oder 

ivienge der zu bestimmenden TSH-Rezeptor-Autoantikorper in der 
biologischen Probe auf der Basis der Menge eines Kompetitors 
in dem von der fliissigen Phase abgetrennten TSH-Rezeptor- 
Komplex oder anhand der Restmenge des ungebundenen primaren 

20 Kompetitors in der Fliissigphase ermittelt, wozu man den Kom- 

petitor in markierter Form einsetzt oder nach der Fest -Fliissig- 
Trennung markiert, 

dadurch gekennzeichnet , daft man die Umsetzung ferner in Gegen- 
25 wart mindestens eines monoklonalen oder polyklonalen Antikor- 

pers durchfuhrt, der spezifisch gegen eine Pept id-Teilsequenz 
des TSH-Rezeptors gerichtet ist, und dafi dieser spezifische 
Antikorper als Mittel zur Immobilisierung eines Komplexes aus 
TSH-Rezeptor und primarem Kompetitor und/oder als sekundarer 
30 Kompetitor fiir einen weiteren Teil der in einer Probe zu 

erwartenden TSH-Rezeptor-Autoantikorper eingesetzt wird, wobei 
der primare oder der sekundare Kompetitor markiert oder selek- 
tiv markierbar ist. 

35 2. Rezeptorbindungsassay nach Anspruch 1, dadurch gekenn- 

zeichnet, daS der mindestens eine spezifische Antikorper in 
f estphasengebundener Form eingesetzt wird und der primare 
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Kompetitor .markiertes TSH Oder ein markierter weiterer TSH- 
Rezeptor-Antikorper ist, wobei der f estphasengebundene 
spezifische Antikorper im wesentlichen unbeeinfluSt von der 
Bindung des primaren Kompetitors an den TSH-Rezeptor bindet . 

3. Rezeptorbindungsassay nach Anspruch 2, dadurch gekenn- 
zeichnet, daS der f estphasengebunde Antikorper gleichzeitig ein 
sekundarer Kompetitor ist, der mit solchen TSH-Rezeptor- 
Autoantikorpern aus der Probe, die die Bindung des primaren 
Kompetitors an den TSH-Rezeptor nicht behindern, urn ein von dem 
primaren Kompetitor nicht erkanntes Epitop kompetiert. 

4. Rezeptorbindungsassay nach Anspruch 2, dadurch gekenn- 
zeichnet, daS der markierte weitere TSH-Rezeptor-Ant ikorper mit 
TSH urn Epitope des TSH-Rezeptors kompetiert. 

5. Rezeptorbindungsassay nach Anspruch 3, dadurch gekenn- 
zeichnet, daS der f estphasengebundene Antikorper als sekundarer 
Kompetitor mit solchen TSH-Rezeptor-Autoant ikorpern aus der 
Probe kompetiert, deren Auftreten fiir den Morbus Basedow 
charakteristisch ist, die jedoch nicht mit TSH kompetieren, 

6. Rezeptorbindungsassay nach Anspruch 5, dadurch gekenn- 
zeichnet, dafi die mit dem sekundaren Kompetitor kompet ierenden 
TSH-Rezeptor-Autoantikorper zu den stimulierenden Autoantikor- 
pern (TSI) gehoren. 

7. Rezeptorbindungsassay nach Anspruch 1, dadurch gekenn- 
zeichnet, daS der mindestens eine Antikorper in markierter Form 
als sekundarer Kompetitor in der fliissigen Phase eingesetzt 
wird und daS ein f estphasengebundenes TSH als Mittel fur die 
Abtrennung eines Komplexes aus dem TSH-Rezeptor und daran 
gebundenen Bestandteilen der Reakt ionsmischung sowie als prima- 
rer Kompetitor eingesetzt wird. 

8. Rezeptorbindungsassay nach einem der Anspriiche 1 bis 7, 
dadurch gekennzeichnet , daS der mindestens eine weitere Anti- 
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korper durch an sich bekannte Immunisierung eines geeigneten 
Tiers mit einem rekombinanten partiellen TSH-Rezeptor , ins- 
besondere der extrazellularen Domane oder einer extrazellularen 
Schlinge der membranverankerten Domane eines TSH-Rezeptors , und 
durch af f initatschromatographische Fraktionierung der gebilde- 
ten Antikorper unter Verwendung immobilisierter Teilpeptide des 
zur Immnunisierung verwendeten partiellen TSH-Rezeptors 
hergestellt wurde . 

9. Rezeptorbindungsassay nach einem der Anspruche 1 bis 7, 
dadurch gekennzeichnet , daS der mindestens eine weitere Anti- 
korper ein durch an sich bekannte Immunisierung eines geeigne- 
ten Tiers mit einem rekombinanten partiellen TSH-Rezeptor , 
insbesondere dem rekombinanten extrazellularen Teil eines TSH- 
Rezeptors Oder einem kiirzeren Teilpeptid davon, an sich be- 
kannte Fusion antikdrperproduzierender Milzzellen mit Myelom- 
zellen und an sich bekannte Selektion einzelner antikdrper- 
produzierender Hybridzellen und deren Kultivierung hergestell- 
ter monoklonaler Antikorper ist. 

10. Rezeptorbindungsassay nach einem der Anspruche 8 oder 9, 
dadurch gekennzeichnet , daS der mindestens eine weitere Anti- 
korper gegen ein TSH-Rezeptor-Teilpept id gebildet wurde, das 
ausgewahlt ist aus Peptiden mit den Aminosauren 20-39, 32-54, 
287-301, 361-381 oder 739-758 der Aminosauresequenz des voll- 
standigen TSH-Rezeptors. 

11. Rezeptorbindungsassay nach einem der Anspruche 1 bis 10, 
dadurch gekennzeichnet, daS man als Festphase Trager in Form 
von Partikeln, Testrohrchen oder Mikrotiterplatten aus Kunst- 
stoff Oder Glas oder in Form von magnetischen Polymerpartikeln, 
Polymergelen oder Filtern verwendet und man den mindestens 
einen Antikorper oder TSH an einen solchen Trager direkt oder 
indirekt gebunden einsetzt. 

12. Rezeptorbindungsassay nach einem der Anspruche 1 bis 11, 
dadurch gekennzeichnet, daS man zur Markierung des primaren 
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Oder sekundaren Kompetitors eine an sich bekannte Markierung 
verwendet, die ausgewahlt ist aus einem Radionuklid, einem 
Enzym, einem Enzymsubstrat oder einem Bestandteil eines Chemi- 
lumineszenz- oder Fluoreszenz -Markierungssystems . 

5 

13. Rezeptorbindungsassay nach einem der Anspriiche 1 bis 11, 
dadurch gekennzeichnet , daS man einen primaren oder sekundaren 
Kompetitor einsetzt, der an eine Komponente eines spezif ischen 
Bindungssystems gebunden ist, und daS man den gebildeten TSH- 
10 Rezeptor-Komplex durch Umsetzung mit einem Reaktionspartner 

markiert oder immobilisiert , der die zweite Komponente des, 
spezif ischen Bindungssystems aufweist, die an eine detektier- 
bare Markierung oder eine Festphase gebunden ist. 
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15 14. Rezeptorbindungsassay nach einem der Anspriiche 1 bis 13, 

dadurch gekennzeichnet , daS die zu bestimmenden TSH-Rezeptor- 
Autoantikorper rezeptorstimulierende Autoant ikorper sind, deren 
Auftreten in einem Humanserum fur den Morbus Basedow charak- 
teristisch ist. 

20 

15. Reagenziensatz zur Durchfiihrung eines kompetitiven Rezep- 
torbindungsassays nach einem der Anspriiche 1 bis 14, dadurch 
gekennzeichnet , dalS er, neben weiteren iiblichen Komponenten 
eines derartigen Reagenziensatzes, enthalt: 
25 (i) eine solubilisierte TSH-Rezeptor- Praparation, 

(ii) markiertes TSH oder einen markierten spezif ischen 
TSH-Rezeptor-Antikorper , und 

(iii) eine Festphasentrager , an den ein spezifischer TSH- 
Rezeptor-Antikorper Oder TSH gebunden ist. 

30 
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